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研究成果の概要（和文） 
エンド型 α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ（endo-α-GalNAc-ase）の活性を利用して O結合型糖ペプチドを合
成する技術の開発を目指している。本研究では、スクリーニングで単離していた 2種類の微生物 Microbacterium 
sp. No. 703.1a株および Bacillus sp. No.802.1d株のゲノム配列を決定し、両菌株が生産する endo-α-GalNAc-aseの
遺伝子と、Microbacterium sp. No. 703.1a株が生産する別の酵素 β-N-アセチルヘキソサミニダーゼの遺伝子を特
定した。また、3 種類の酵素の遺伝子クローニング、組換え発現と精製を行って、精製した組換え酵素の生化
学的な特性を解析した。さらに、Microbacterium sp. No. 703.1a株由来の β-N-アセチルヘキソサミニダーゼにつ
いては、結晶化と構造解析に取り組み、その結晶構造を原子分解能で決定した。当該酵素については、構造機
能相関を明らかにすべく、部位特異的変異型酵素の生化学的解析を進めながら、反応阻害剤との共結晶構造解
析を試みている。 
 
研究成果の概要（英文） 
In order to establish an efficient method for the synthesis of O-linked glycopeptide by a transglycosylation 
using microbial enzymes, endo-alpha-N-acetylgalactosaminidase (endo-alpha-GalNAc-ase)-producing 
bacteria, Microbacterium sp. No. 703.1a and Bacillus sp. No. 802.1d, have been isolated from soil in our 
group. In this study, the whole genomic DNA sequences of both microorganisms were determined, and the 
genes encoding endo-alpha-GalNAc-ases derived from both microorganism and the gene encoding another 
enzyme, beta-N-hexosaminidase, were identified and cloned. Two endo-alpha-GalNAc-ases derived from 
both microorganisms and beta-N-hexosaminidase from Microbacterium sp. No. 703.1a were recombinantly 
expressed, purified, and their biochemical properties were characterized. Regarding the 
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beta-N-hexosaminidase from Microbacterium sp. No. 703.1a, the recombinant enzyme was crystallized and 
its crystal structure was determined at atomic resolution. In order to reveal the structure-function 
relationships of N-hexosaminidase, we are analyzing the properties of site-specific mutated enzymes and 
trying to solve the complexed structure of the enzyme with its specific inhibitor reagent. 
 
1.研究開始当初の背景 
糖鎖はタンパク質や脂質に結合した複合糖質とし
て生体内に存在し、情報の伝達、認識、保護等様々
な機能を通して生命システムの維持や調節に重要な
働きを担っている。糖鎖の機能を理解し活用するに
は、糖鎖をタンパク質や脂質に特異的に付加して糖
タンパク質や糖脂質などの複合糖質を合成する技術
が不可欠である。我々は、エンド型 α-N-アセチルガ
ラクトサミニダーゼ（endo-α-GalNAc-ase）の加水分
解・糖転移活性に着目し、ペプチド上の Ser/Thr側鎖
の 水 酸 基 に β-1,3-N-acetyl-D-galactosamine 
(Galβ1,3GalNAc) が結合した O 結合型糖ペプチドを
一段階反応で合成する技術の開発を目指している
（東京電機大学総合研究所年報, 33, 47–52, 2014）。 
これまでの研究で、Galβ1,3GalNAcα-pNPの加水分
解活性を指標に、endo-α-GalNAc-aseを菌体外分泌タ
ンパク質として生産する Microbacterium 属細菌 No. 
703.1a株および Bacillus属細菌 No. 802.1d株を自然
界より単離していた。Microbacterium 属細菌 No. 
703.1a株の endo-α-GalNAc-aseについては、高純度に
精製し、精製酵素の基本的な性質について明らかに
した上で部分アミノ酸配列の同定に成功していた。
また、本菌株は、別の糖化合物加水分解活性を有す
る β-N-アセチルヘキソサミニダーゼを生産すること
を示唆する結果も得られていた。一方、Bacillus属細
菌 No. 802.1d株の endo-α-GalNAc-aseについては、
高純度に精製することには成功しておらず、遺伝子
を同定する手がかりをつかめていなかった。部分精
製試料を用いた分析の結果、Microbacterium 属細菌
No. 703.1a株の endo-α-GalNAc-aseよりも潜在能力・
有用性が高いと考えられる結果が得られていた。 
 
2.研究の目的 
我々は、ペプチドに対して特異的に O-結合型糖鎖
を付加する酵素法を確立することを全体構想として
研究を進めている。本研究期間では、この酵素法に
有用な酵素である Microbacterium 属細菌 No. 703.1a
株に由来する endo-α-GalNAc-ase (EngM)および β-N-
アセチルヘキソサミニダーゼ(HexM)、Bacillus 属細
菌No. 802.1d株に由来する endo-α-GalNAc-ase(EngB)
について、(i)遺伝子のクローニング、(ii) 組換え酵
素の発現と精製、(iii)組換え酵素の生化学的特性解
析、を行うことにした。また、糖ペプチド合成方向
へ反応平衡を変化させる技術や変異体を立体構造情
報に基づいて開発することを視野に入れ、(iv)酵素の
結晶化および立体構造解析も試みることにした。(v) 
組換え酵素を用いて高効率に糖ペプチドを合成する
反応条件を検討することや、組換え酵素を用いて合
成した糖ペプチドの安定性／抗分解性を評価するこ
とも目標にして研究を開始したが、現在、反応系や
分析系の検討中であるため、本稿では糖ペプチド合
成に関しては扱わない。 
 
3.研究の方法 
(i)EngM, HexM, EngBをコードする遺伝子の同定 
EngM については、Microbacterium 属細菌 No. 
703.1a が生産するものを高純度に精製して部分アミ
ノ酸配列を決定していたため、本菌の全ゲノム DNA
の配列を決定して、EngM をコードする遺伝子を特
定する戦略をとった。HexM の遺伝子については、
ゲノム配列を解析して、候補遺伝子を選抜すること
にした。EngBについても EngMと同様に高純度に精
製してその部分アミノ酸配列を決定することを試み
たが精製方法の確立に難航したため、Bacillus属細菌
No. 802.1d株の全ゲノムDNAの配列を決定・解析し、
EngMの相同タンパク質をコードする遺伝子をEngB
をコードする候補遺伝子として選抜する戦略を取る
ことにした。EngM, HexM, EngBをコードすると考え
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られる候補遺伝子の全長領域の DNAを PCR法で増
幅し、高コピーベクターへとクローニングして配列
を確認し、それぞれの酵素遺伝子のエントリークロ
ーンを構築した。 
(ii)組換え酵素の発現と精製 
エントリークローン DNAを鋳型とする PCR法を
用いて活性型酵素をコードする領域の DNA を増幅
し、発現用ベクターpCold へとクローニングして、
組換え発現用プラスミドをそれぞれ構築した。組換
え発現させた酵素をアフィニティ精製するために、
どの組換え酵素についても His-tag が融合して発現
するように組換え発現用プラスミドを設計した。構
築した組換え発現用プラスミドで大腸菌を形質転換
し、得られた形質転換体を液体培養して各酵素を組
換え発現している菌体を回収した。 
 回収した菌体を超音波破砕し、遠心上清よりHis-tag
融合型酵素をアフィニティカラムクロマトグラフィ
ーで精製した。得られた部分精製試料について、イ
オン交換カラムクロマトグラフィーやゲルろ過カラ
ムクロマトグラフィーでさらに精製し、高純度な試
料を得た。 
(iii)組換え酵素の生化学的特性解析 
 高純度な組換え酵素を用いて、反応の温度依存性、
pH依存性、熱に対する安定性を分析した。また、基
質特異性についても分析した。 
(iv)組換え酵素の結晶化および結晶構造解析 
 高純度な組換え酵素を用いて結晶化条件をスクリ
ーニングし、組換え酵素の結晶化を試みた。得られ
た結晶については高エネルギー加速器研究機構の放
射光ビームラインにおいて回折像測定実験を行っ
た。良質な回折像データについては解析を進めた。 
 
4.研究成果 
a) Microbacterium属細菌 No. 703.1a株由来 endo-α-N-
ガラクトサミニダーゼ(EngM)に関する研究 
Microbacterium sp. No.703.1a株のゲノム DNA配列を
PacBio RS II を用いて解析した。その結果、全
2932ORF 中に、実験的に決定されていた 12 アミノ
酸残基をコードする唯一の ORFとして、EngMの候
補遺伝子が見出された。当該遺伝子がコードするタ
ンパク質は、ビフィズス菌由来のエンド-α-N-アセチ
ルガラクトサミニダーゼのアミノ酸配列と 30％相
同であった。特定した EngM遺伝子をクローニング
し、N 末端および C 末端に His-tag が融合した
EngM(His-EngM, EngM-His)が発現するプラスミド
を構築した。His-EngM、EngM-His の両酵素を大腸
菌 BL21を宿主として組換え発現させた。His-EngM
については 4段階のカラムクロマトグラフィーで、
EngM-His については 3 段階のカラムクロマトグラ
フィーで精製した。Galβ(1, 3)GalNAcα-pNPを基質と
する加水分解反応で pNP を遊離させる活性につい
て、精製試料を用いて温度依存性、pH依存性、熱に
対する安定性を調べる生化学的解析を行った。30°C
から 80°C の間の 5°C 間隔で反応させて温度依存性
を調べた結果、全体の傾向は Nativeの EngMと同様
であり、His-EngM と EngM-His のどちらも 50°C 付
近で最大の活性を示した。4 種のバッファーを用い
て pH3.5から pH9.0の間の pHで反応させて pH依存
性を調べた結果、全体の傾向は Nativeの EngMと同
様であり、pH4.0 から pH4.5 付近で活性が高いこと
がわかった。熱に対する安定性は、酵素を 30°Cから
80°Cの間の 5°C間隔で 10分間インキュベートした
後、37℃における残存活性を測定することで評価し
た。その結果、His-EngMは 45°C処理付近まで活性
が十分保たれていた。EngM-Hisの活性は 40°C処理
付近までは十分保たれていた一方で、45℃処理では
顕著な低下が認められた。EngM-Hisの熱処理後の活
性残存率は Nativeの EngMと同等であった。 
b) Microbacterium属細菌 No. 703.1a株由来 β-N-アセ
チルヘキソサミニダーゼ(HexM)に関する研究 
Microbacterium sp. No.703.1a株のゲノム DNA配列中
から HexMの候補遺伝子を見出した。当該遺伝子が
コードするアミノ酸配列から、HexMの分子量は62.4 
kDa, アミノ酸残基数は 601 残基であり、その N 末
端側 29 残基は分泌シグナル配列であろうことが分
かった。特定した HexM遺伝子をクローニングし、
C末端に His-tagが融合した HexM(HexM-His)が発現
するプラスミドを構築してHexM-Hisを大腸菌BL21
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を宿主として組換え発現させた。HexM-Hisの精製は
三段階のカラムクロマトグラフィーで行った。
GalNAc-β-pNPおよびGlcNAc-β-pNPを基質とする反
応の両方で、加水分解によって遊離した pNPが検出
された。本酵素は α結合については認識せず反応性
を示さないこともわかった。HexM-Hisの至適反応温
度、至適反応 pH および熱に対する安定性を検討し
た結果、至適反応温度は 50-55℃、至適反応 pH は
5.5-6.0であった。加熱処理を加えても、55℃付近ま
では活性が保たれることがわかった。また、精製試
料を用いて結晶化条件をスクリーニングした結果、
PEG4000を沈殿剤とする複数の条件でタンパク質の
結晶が得られた。KEK PF-AR NW12Aで最大分解能
2.4 Å の回析像を収集し、既知の Hex 類似タンパク
質の構造をモデルとする MR法で位相を決定した。
現在構造精密化を進めており、現時点のモデルの
Rwork及び Rfreeはそれぞれ 21.9%、26.4%である。本
酵素の構造機能相関を明らかにするために、決定し
た構造情報に立脚して、活性中心を形成すると考え
られる残基に変異を導入した部位特異的変異体の構
築、精製、生化学的解析を進めている。本酵素に特
異的な反応阻害剤を特定できたため、HexM とその
阻害剤の共結晶構造解析にも取り組んでいる。 
a) Bacillus属細菌 No. 802.1d株由来 endo-α-N-ガラク
トサミニダーゼ(EngB)に関する研究 
Bacillus sp. No.802.1d株の全ゲノム配列を PacBio RS 
IIで決定した。本菌株が保持する全 5265ORF中から、
別の微生物に由来する Eng 間で保存されている 13
残基分のアミノ酸配列と同じ配列をコードしている
ORFを特定しクローニングした。当該遺伝子がコー
ドするタンパク質は分子量 161.9 kDaの 1458残基か
らなるものであり、構造が既知のビフィズス菌由来
Engのアミノ酸配列と 35％相同であった。分泌シグ
ナル配列を除く ORFの N末端側に His-tagが融合し
た EngB(His-EngB)と C末端側に His-tag が融合した
EngB(EngB-His)を、大腸菌 BL21 を宿主として組換
え発現させた。菌体破砕上清から 3段階のカラムク
ロマトグラフィーで His-EngBおよび EngB-Hisを精
製し高純度な試料が得られた。Galβ1-3GalNAcα-pNP
を基質とする加水分解反応で pNPを遊離させる活性
について調べたところ、His-EngB、EngB-Hisは同等
の活性を有していた。EngBの至適反応温度および至
適反応 pH、熱に対する安定性を調べた結果、至適反
応温度は、65-70°C付近で、至適反応 pHは、4.0-4.5
付近であった。加熱処理を加えても、60°C付近まで
は十分な活性が保たれていることがわかった。基質
特 異 性 を 調 べ る 目 的 で 4 種 の 基 質
(Galβ1-3GalNAcα-pNP, GalNAcα-pNP, GalNAcβ-pNP, 
GlcNAcβ-pNP)に対する分解反応を調べたところ、い
ずれの基質でも遊離した pNPが検出された。しかし、
GalNAcα-pNP, GalNAcβ-pNP, GlcNAcβ-pNPに対する
比活性は、Galβ(1-3)GalNAcα-pNPに対する比活性の
1%以下であった。結晶構造解析を行うために、精製
試料を用いて結晶化条件の 1次スクリーニングを行
った。その結果、PEG4000を沈殿剤とする複数の条
件で針状結晶が得られた。2次スクリーニングでは、
1 次スクリーニングの際よりも大きな針状結晶が得
られた。現在、結晶化条件の最適化を進めている。 
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